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研究成果の概要（和文）： 
 未解明な部分も多い N-置換ホルムアミド代謝の全貌および代謝に関わる酵素群の機能を解
明するため、N-置換ホルムアミド生成・分解系に関わる両酵素をもつ微生物を解析した。N-置
換ホルムアミド生成に関わる酵素を精製し諸性質を解析した結果、これまでの酵素とは異なる
新しいタイプの酵素であることを見いだした。さらに、N-置換ホルムアミド分解に関わる酵素
で逆反応が進行することを発見し、N-ベンジル有機酸アミドの酵素生産に成功するとともに、
本逆反応の反応機構を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   To clarify the function of enzymes involved in the N-substituted formamide 
synthesis/degradation, the microorganism with both enzyme activities was analyzed. 
Isonitrile hydratase was purified and characterize. The enzyme was found to be a new type 
of isonitrile hydratase. Reverse reaction of N-substituted formamide deformylase was 
found and the reaction mechanism was proposed. Some compounds were produced using the 
reverse reaction the enzyme. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、ニトリルの構造異性体であるイソ
ニトリルの代謝に関する研究を行っている。
イソニトリルは、イソシアノ基をもち、ニト
リルと同様、一般に高い毒性を示す。自然界
において、本化合物は、海綿やカビ、細菌な
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どの様々な生物によって生産されることが
分かっているが、イソニトリルの代謝は未解
明であり、これまで分子レベルでの解析は全
く行われていなかった。近年、我々は
Pseudomonas putida N19-2株からイソニトリ
ル分解酵素であるイソニトリルヒドラター
ゼを世界で初めて発見・命名し、イソニトリ
ル代謝の新しい領域を開拓した。本酵素はイ
ソニトリルを水和して N-置換ホルムアミド
に変換する。 
 しかし、生じた N-置換ホルムアミドがどの
ように代謝されるかについてはこの時点で
全く解析されていなかったため、まず、N-置
換ホルムアミド分解菌 Arthrobacter pascens 
F164 株を単離した後、本株から N-置換ホル
ムアミド分解酵素を精製し、その諸性質を調
べ、本酵素が新規デホルミラーゼであること
を実証し、N-置換ホルムアミドデホルミラー
ゼ(NfdA)と命名した。さらに、我々が開発し
た放線菌用誘導型高発現ベクターpSH19 を用
いることで、本酵素の大量発現系確立・（天
然酵素と酵素学的に同一である）本酵素の大
量取得に成功してした。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではこれまでの研究成果を発展さ
せ、F164 株の N-置換ホルムアミド生成・分
解系に関わる一連の酵素群の同定を行うと
ともに、未解明な部分も多い N-置換ホルムア
ミド代謝の全貌および代謝に関わる酵素群
の機能を解明することを目的とした。さらに、
これら一連の研究で得られた知見を有用物
質生産への応用に還元することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) F164株イソニトリルヒドラターゼの精製
と諸性質の解析 
 イソニトリル代謝に関わる微生物・酵素の
探索を行い、二つの菌株を単離し、イソニト
リルはイソニトリルヒドラターゼにより N-
置換ホルムアミドへと水和され、さらに N-
置換ホルムアミドデホルミラーゼによりア
ミンとギ酸へと分解される新しい代謝経路
を発見していた。F164 株は N-置換ホルムア
ミド代謝能をもつ菌として単離され、本菌か
ら N-置換ホルムアミドデホルミラーゼを精
製したが、イソニトリルヒドラターゼ活性も
検出され、両酵素が協調して働く可能性が示
唆された。F164株のイソニトリルヒドラター
ゼの最適培養条件ならびに各種精製条件の
検討を行い、大量に調製した精製酵素を用い
て酵素科学的諸性質を明らかにする。 
 
(2) N-置換ホルムアミドデホルミラーゼ酵素
を触媒として利用する有用物質生産系の開
発 
 我々が発見したイソニトリルヒドラタ
ーゼとN-置換ホルムアミドデホルミラー
ゼは標準反応条件下において分解反応を
触媒する。しかし、酵素の中には、ある
反応条件下において高い逆反応活性を示
すものが報告されていることから、両酵
素においても逆反応を行い得る可能性が
ある。そこで、様々な反応条件（基質濃
度、pH、酵素濃度など）下での本酵素活
性を調べ、逆反応化条件の探索を行う。
また、本酵素を用いた N-置換ホルムアミ
ド関連化合物の有効な合成法の開発も試
みる。 
 
４．研究成果 
 F164 株の N-置換ホルムアミド生成・分解
系に関わる一連の酵素群の中で、イソニトリ
ルヒドラターゼと N-置換ホルムアミドデホ
ルミラーゼに関して得られた成果について
以下に記載する。 
 
(1) F164株イソニトリルヒドラターゼの精製
と諸性質の解析 
 F164 株は N-置換ホルムアミドデホルミラ
ーゼだけでなく、イソニトリルヒドラターゼ
活性も有することがスクリーニング時に判
明している。F164株由来イソニトリルヒドラ
ターゼの詳細は明らかとなっておらず、本酵
素を詳細に解析するため、今回、本酵素の生
成量を増加すべく、培養条件を改良した。ま
ず、基質の探索を行い、無細胞抽出液に共存
する N-置換ホルムアミドデホルミラーゼの
影響を受けず、イソニトリルヒドラターゼ活
性を正確に測定する方法を構築した。次に、
培地組成、培養時間を検討し、より本酵素が
大量に取得できる条件を決定した。その過程
で、本菌のイソニトリルヒドラターゼが誘導
酵素であることが示唆されたことから、誘導
剤として添加化合物の種類などを変え、種々
の条件で培養を行った。調製した無細胞抽出
液の活性を測定することで、本酵素活性が最
大となる最適培養条件(当初の条件に比べて
比活性、全活性ともに上昇)を決定した。 
 各種クロマトグラフィーにより本酵素を
精製し、その諸性質を決定した。まず、本酵
素反応のストイキオメトリーを調べたとこ
ろ、基質であるベンジルイソシアニドの分解
量と、N-置換ホルムアミドベンジルホルムア
ミドの生成量との間には 1 : 1 の化学量論
比が成立しており、本酵素は、化学量論的に
イソニトリルを水和により N-置換ホルムア
ミドへ変換する反応を触媒していることが
明らかとなった。精製した F164 株イソニト
リルヒドラターゼは、SDS-PAGE上でのサブユ
ニット分子量が（これまでの唯一の報告例で
ある）Pseudomonas putida N19-2株由来イソ
ニトリルヒドラターゼとは異なり、約 13kDa
大きい値を示した。また、F164株の N末端部
分アミノ酸配列を決定したが、N19-2 株イソ
ニトリルヒドラターゼとは全く相同性を示
さなかった。さらに、F164株イソニトリルヒ
ドラターゼの CDスペクトルを測定した結果、
N19-2 株イソニトリルヒドラターゼとは異な
るスペクトルを示した。サブユニットの分子
量の違いや CD スペクトルの結果などから、
両酵素の構造が異なることが示唆された。こ
の違いを明らかにするため、両株由来の抗イ
ソニトリルヒドラターゼポリクローナル抗
体をそれぞれ作成し、Western 解析により、
同じイソニトリルヒドラターゼ由来の抗体
とは交差性を示すが、異なるイソニトリルヒ
ドラターゼ由来の抗体との交差性が全くな
いことを確認した。これらの結果より、両酵
素が全く異なる一次構造、二次構造を有して
いることが判明し、F164株イソニトリルヒド
ラターゼは N19-2株イソニトリルヒドラター
ゼと同じ反応を触媒するが、構造が全く異な
る新しいタイプの酵素であることが強く示
唆された。 
 
(2) N-置換ホルムアミドデホルミラーゼ酵素
を触媒として利用する有用物質生産系の開
発 
 N-置換ホルムアミドをアミンとギ酸に分
解する新規酵素 N-置換ホルムアミドデホル
ミラーゼは、N-ベンジルホルムアミドに対し
最大活性を示すが、本酵素を用いて（基質と
してギ酸とベンジルアミンから）N-ベンジル
ホルムアミドを合成する「逆反応」の可能性
を検討した結果、基質を 100 mM 以上の高濃
度にした時に逆反応が進むことを発見した。
正反応と逆反応の反応効率を比較するため、
キネティクスパラメータの測定を行った結
果、正反応の N-ベンジルホルムアミドに対す
る Km = 0.08 mM、Vmax = 52.7 units/mg、逆
反応のギ酸に対する Km = 3010 mM、Vmax=33.0 
units/mg、逆反応のベンジルアミンに対する
Km = 53.6 mM、Vmax = 22.5 units/mgであっ
た。反応効率を示す「kcat / Km」は、正反応
の基質である N-ベンジルホルムアミドに対
しては 689 S-1・mM-1であるのに対し、逆反応
の基質であるギ酸とベンジルアミンに対し
てはそれぞれ 0.01 S-1・mM-1と 0.41 S-1・mM-1
であり、逆反応の反応効率は、正反応と比べ
て低いことを明らかにした。逆反応における
N-置換ホルムアミドデホルミラーゼの至適
ｐＨは 7で、至適温度は 25℃であり、N-置換
ホルムアミドデホルミラーゼの至適ｐＨ等
の条件は、逆反応及び正反応においてほぼ同
じであることを明らかにした。 
 本逆反応の基質特異性を調べた結果、（ギ
酸の代わりに）他の有機酸を基質にした場合、
対応する N-ベンジル有機酸アミドが産物と
して得られることが示唆された。 
 さらに、本逆反応は２基質による酵素反応
であるため反応速度論的解析を行い、各基質
がどのように酵素反応を受けているかを調
べた。まず、基質類似化合物の中から逆反応
の阻害剤となり得るものを探索し、それら阻
害剤がどのような様式で逆反応を阻害する
かを調べた。その結果、本逆反応はギ酸、ベ
ンジルアミンの順で基質が酵素に結合し、酵
素と基質の３元複合体が形成された後、基質
が産物に変換され、産物である N-ベンジルホ
ルムアミドが酵素から解離するという
ordered sequential機構によって反応が進行
することを明らかにした。 
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